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CONSTRUCTION D'ACIDES NUCLEIQUES RECOMBINANTS CIRCULARISES 
AU MOYEN D' GENTS COMPACT ANT L'ADN 



La pr^sente invention est relative a la 
5 construccion d'acides nucleiques recombinants circularises, 

du type constitues d'un vecteur et d'un insert pouvant etre 
d'une taille superieure a quelque kilobases. 

L ' invention conc^xxie aussi le precede de 
preparation de telles constructions et les kits pour leur 

10 mise en ceuvre, ainsi que les acides nucleiques recombinants 
susceptibles d'etre obtenus par ce proced^. 

La construction des vecteurs ADN destines k 
§tre transferes dans les cellules procaryotes ou 

11 eucaryotes, vise toute utilisation in vitro et In vivo de 
ces sequences, comme 1 1 analyse des effets biologiques de la 
sequence ADN (effet de 1 ' ADN ou de son expression), 
expression d ' ARN , expression de protdines , amplification de 
sondes d ' hybridation pour le diagnostic medical, th^rapie 

2( cellulaire ou therapie genique, vaccination, etc.... 

La construction de vecteur recombinant, 
consistant a inserer un fragment d ' ADN dans un vecteur, 
passe par une etape de refermeture du vecteur in vitro. 

25 Pour qu'il y ait refermeture, les extremity du vecteur 

finalise doivent §tre proches l'une de 1' autre. Ces 
extremites se deplacent au sein d'une sphere de rayon egal 
a la longueur du fragment et ayant pour centre l'une des 
extremites. Ce volume est d'autant plus grand que la taille 

30 du vecteur finalise est elevee. Par consequent, la 

probability de rencontre des deux extremites decroit avec 
la longueur du vecteur finalise. 
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Quant a l'jnsertion du fragment dans le 
vec teur, elle se fera si la probability de rencontre entre 
les extremites de 1 ' insert et celles du vecteur d'origine 
est elevee. L ' insertion depend done de la concentration en 
5 extremites. 

En d'autres termes, la proportion de produits 
inseres et cyclist depend de la longueur du vecteur 
finalise pour le processus intramoleculaire de refermeture, 
et de la concentration totale en extremites libres, pour ce 
10 qui concerne le processus intermoleculaire de ligation. 

Les vecteurs de toute premiere generation sont 
des vecteurs d'origine bacterienne, derives de plasmides . 
D'autres vecteurs tiennent compte plus precisement des 
5 specif icites des genes eucaryotes, en particulier de leur 

taille. C'est le cas des cosmides, composes hybrides de 
phage X et de plasmides se repliguant dans E. Coli, et des 
YAC dont l'organisme note est la levure. 

> Les cosmides permettent 1' insertion jusqu"a 45 

kb; les vac jusqu'a lOOOkb. Ces vecteurs sont destines a 
1' analyse des banques d ' ADN genoreique ou a 1' analyse 
chromosomique. Leur efficacite est liee a 1 ' eventail de 
fragments differents qu'ils peuvent accueillir. lis 

25 seraient d'un emploi lourd s'il s'agissait de n'y inserer 

qu'un fragment precis et de 1' amplifier. Ainsi, pour 
preserver leur stabilite, le vecteur d' insertion doit 
conserver une taille minimale (33kb pour les cosmides, 
I50kb pour les YAC } . Or, la manipulation de telles 

30 longueurs d ' ADN comporte de nombreuses difficulties 

(cassures, cisailiement , etc.), alors que la sequence 
considered est frequemment de taille inferieure, 
n'atteignant que quelques kb lorsque 1'ADN complementaire 
est prefere a 1 ' ADN genomique . En outre, la replication 
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j r =iiie important e tels gue les 
F coli de vecteurs de taine y 
^ . la stabilite des YAC dans la levure, 

c o«nides. ainsi c*ue ^ ^ remamieme nts de 

sont -ixmitees, ce cu ff , cacit4 de r^etage 

sequence. Pour les compense cet 

de 1 ' ADN et de 1< infection par le phage 
inconvenient dan, une certaine insure. 

urie autre technique d< insertion consiste d 

... ^ adjuvant. de nature clique, tel le _ 

utxlxser-ae- ad- D and Pheiffe r B - H., 

i '^Vi^i ^Tie crlycol (Zimmerman t> . o - 
POlyeChYl * sci USA , 80. 5852 (1983,, ou encore le 

Pr oc. Natl. Acad, sea. USA. Macula, 

* ^ ^'Wpvamine cobalt l^ aillcIt±D 

T / . rrratory «au.l, second edition. 1989, pour 

I u B a tl o n s r b o U ts ces Unions sent 

les ligations « „ h - sifs et exigent 

Bi . 4 „ g ua leur. ho»olo g ues a bouts cohesx 

t- r>*<; & la construction de vecteurs 
s'adressent P aS a XA 

taille - 

* n^c de technique 

A ce jour, il n'existe pas de 

faciliter la circular isat ion et la 
per.ettant de fad ^ pour les tailles 

— 1011 ^ "III *e Paire, de que pour 

moderns, quelques milliers ae P 

rf « taille. Plus importances, au dessus de 10 Kb. 
des taiue. p ,-=.ilTe il faut entendre 

Par vecteur de grande taxl-e, 

in kb dans lequel est integre un 
un vecteur d'au moms 10 kb, 

insert de plusieurs kilobases. 

. , vac repondent a aes> 

Cosmides et 

t- reche-chent un eventail d' insertion aussx 
d' analyse et reche^ne adjuvan ts a la 

- h i P des banques d ADN . J->e^ <*^j 
large que possible des j* jamais des 

ligation. actuellement employes, 



_ PCT/FROO/00004 
WO 00/40735 H 

pr oteines naturelle-ent concues pour condenser 1 ' ADN et il 
ne s'a.i, pa. de favorer 1- in—ion de .-ents de 
qr ande taille et la refermeture du recombinant . 



5 La present invention a pour but: de facilxter 

»r 1* ^reparation de vecteurs plus 
la circulansation et 1* prepare 

narticulierement de grande taille. 

Dan S la -ethode -l°n 1= presente invent.cn, 

e'est 1. P-senee «• ^ ot4in « de c ° mp »« i0n l0 " ** 
10 . ,„ taut de produits de ligation et la 

ligation qui augmente le taux as p 

nrobabilite d' amplifier le produit correct. 

Pr ° En ef£e t, un des interet de 1 ■ invention reside 

dims !. define du elonage qui eomporte 

.tape preamble de cyclisation du recombinant in « tr . 
' j:«icacit, de la cycU-tioo depend de la tarlle du 

recount, et est amelioree par la compacts de 1 

- H D ^rteur passe par une etape de 
vn effet, la construction de vecteur y 

el£St ' . . fcjro L-efficacite de cette 

fermeture de ce vecteur in vitro. 

* i * faille du fragment d'ADN. 

> fermeture depend de la tains 

i => nr^pnte invention a pour 
En consequence, A a presence 

obiet un precede de preparation decides nucleiques 

* otots circularises, du type constitues d'un vecteur 

et d'un insert caracterise en ce que : 

a) on realise la ligation de 1 ' insert et du 

- aaent de compaction de l'ADN, et 

vecteur en presence d un agent a » _ ^ 

b) on selections par tout moyen approprie les 
.cides nucleus recombinant, construes du vecteur et de 

3 0 1 ' insert . , 

AinSL une application du precede ae 

invention est le elonage a-un insert dans un vecteur cans 
les conditions denies ci-dessus, Permettant 
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a „e— t d'ootenir un vecteur — Mna Bt de B r«d. 

tai11 " Le procede d» 1' invention est tout 

*- a n la preparation d'acxdes 
particulierement adapte a P P 

nucleiqu^s recombinants circularx.es de taxlle mo 

d tai lle C^st a dire d'une taille superreure a 
de grande taille. u 

q uelques Kb, de preference superxeure a 5 Kb e 
preferencielleraent superieure a 8 ou 10 Kb. 

L ors de 1'etape <b> . il faut entendre *** 

t -t-vancrfert des produits de la 
annrnnri z de selection, le tran^tert * 

tiaa'o dans „ m ilieu cellulaire approprie au clona g e de 
19 A r°; a d r ^. e.co.i ou la le.ure. en presence a-un 
IZ'J^e. =o^e x.^picillin. ou 1. «- W =Une, sr 1. 
I. porta un 5 - de distance a on " 
un test pour la presence de 1- insert, par .«e-P ^ 

, • lar *7 Thvdrolyse du compose X-gal par 
cas du gene-teraom lacZ, 1 hydroxy 

la B-galactosidase produite. 

P Mais tout autre ™oyen de seleetron, en 

, w' a ia nroduction d'ADN aux normes 
particular ceux adaptes a la product r ^ lulaire 

^ 1-, rherapie genique ou cellulaire, 
piiarmaceutiques pour la tnerapxe y 

p ~ i >£i-»r>e ce comporte pas 

oeut etre utilise.. De n>eme . 1 etape n v 

* i-^r soecifique pour la presence de 
necessairement de test specxrxquc 

"ILert, 1'insertion pouvant etra verifiee par s W =«, a 
L ! *» apres optention das vecteurs par le procede de 

1 ' invention . 

L es histones sont les prolines les Plus 
ab ondantes du noyau ,- .11.. sont da petite tarlle ^ <11 2 

et possedent un caractere tres basque " 
a-xista cine types d'Hxstones aPPeles respact rve.ant ' 
«I H2E , « at H«. at ces cin, type, retrouvent avec 

L'variantes cnez tous las aucaryotas «a X =e P te HI au, ne 
„ ble pas agister cnez la la^re. et ^ est replace par 
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l'histone H5 clans certains organismes) . In vivo, H2a, H2b, 
H3 et H4 s' assemble sous forme d'octamere. L'ADN s'enroule 
deux fois autour du cceur octamerique pour former une 
structure nucleosomigue. L'histone Hi ne fait pas partie de 
ce noyau, mais sert a verrouiller 1 ' ADN autour de 
l'octamere. Dans la cellule eucaryote, la compaction de 
1 ' ADN par les histones aurait notamment pour effet de 
rapprocher deux sites de regulation transcriptionnelle 
eloignes sur le chromosome, et de permettre la formation 
d'une boucle de chromatine par interaction directe entre 
ces sites. L ' expression d'un gene peut ainsi etre commandee 
a distance de ces genes (Amouyal, Biochimie (1991), 73, 

p. 1261-1268) . 

Selon 1' invention, la ligation de 1 ' insert et 
du vecteur d'origine est effectuee en presence de produits 
compactant l'ADN. Le vecteur d' insertion contient une 
origine de replication et avantageusement un gene de 
selection, pour la croissance et la selection dans le type 
cellulaire considere. 
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30 



Les agents de compaction de l'ADN sont des 
proteines, des melanges de proteines, ou des derives des 
proteines. Par le terme proteines, il faut entendre 
proteines naturelles et synthetiques . 

Les produits corapactant l'ADN sont des 
proteines ou tout agent presentant les memes proprietes, et 
plus particulierement des proteines histones ou proteines 
apparentees. Outre les histones, 1 ' agent de compaction de 
l'ADN peut etre choisi parmi toutes les proteines connues 
pour compact er l'ADN, notamment les proteines d'enveloppe 
virales ou de phages, les proteines du chromolde bacterien 
(KU, H-NS, etc.), les proteines chromosomales non histone, 
les HMG , etc., tout melange de ces composes, ou tout 
derives de ceux-ci. 



WO 00/40735 



10 



25 



30 



Par consequent, pour 1'etape (a) du procede 
selon 1' invention, 1 ' agent de compaction de 1 ' ADN est 
choisi parmi les histones, les proteges d'enveloppe 
virales ou de phages, les proteines du chromoide baeterien 
(HU, H-NS, etc.), les proteines chromosomales non histone, 
les'HMG, tout melange de ces composes, ou tous derives de 



ceux-c i . 



ou un melange desdits agents de condensation 



De maniere pr e f er en t i el 1 e , 1 ' agent de 
compaction de l'ADN est un melange d ' his tones . 

L'lnventeur a demontre qu'un melange 
d'histones ou une histone isolement conduisaient a des 
resultats analogues. L' histone Hi, de structure differente, 
et n'etant pas une histone formant l'octamere, mais plutot 
une histone de verrouillage , utilise isolement ne semfole 
pas apporter d'aussi bons resultats que les autres 
histories . 

Ceci s'expligue car Hi, du fait de sa structure 
differente, ne se fixe pas sur l'ADN lineaire, mais se fixe 
de preference sur de l'ADN super enroule (Van Holds et al . , 
Biophysical journal, 1997, 72, p . 1388-1395 ) . 

Dans un mode preferential de realisation de 
1' invention, les agents de compaction sont ajoute au milieu 
de ligation. Ce milieu comprend l'ADN en solution dans le 
tampon de ligation. La ligation est assuree par addition 
d'une enzyme de ligation au milieu de ligation. 

De maniere preferee, mais non limitative, la 
ligase utilisee est la E.Coli T4 DNA Ligase . 
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■TO. caracteristigue de 1 • Invention reside dans 

oration (CI d'agents de compaction presents dans 

la concentration ^ -> 

le milieu de ligation. compaction 
Cette concentration (C) en agent 

fpcon a ne pas entrainer une 
est determinee de facon «* 

at ion de 1 ' ADN . Si cela se produisaxt, 1 ADN ne 
rigidification de contact entre 

nourrait se courber, il ne pourrait y avoir c 
"I Semites du vecteur Valise, et la Xi^on sera,. 

emP ' Ch ' e ' Pour une proteine ou un flange de prolines 
d onne la quantite d' agent de compaction est definie par 

Cette concentration ^ 

rVVDN total contenu dans le 
nroteines par nanogramme d ADN tovd 

xng de protexn p ^ recorni>inant . 

^i=mrr^ de ligation et par pai^ 

: Spend de 1. iongu.ur d' ADN a Xigue,. et L 

dlni plusie.rs iois. » rrM p^ * — «« 

PTOt * i<IU " TLTp^ 1. »cur.l drones S i 3 *a . 

(O = 1,5-lCT 11 mg/ng ADN/pb 
pour 1' his tone H2b Sigma, 
(c) = 1,5. 10' 12 mg/ng ADN/pb 

-, - • „ l ' mventeur a ddfini la loi 
Par extrapolation, 1 invent 

■ ocu . caopliquer a toutes les prolines 
suivante qui peu- - au^ ^ 

coroactantes utilisees : 

( C) = 10" x mg/ng ADN/pb 
aans laquelle x est compris entre 8 et 15. 
La valeure x est fonction de la nature de 

I'aaent de compaction utilise. 

omM t vefficacite du clonage est 
Pratiq uernenC/ ^1~^^ 

, _ ^ 4 trouve dans un 

toujours ameliorce si la concentration 




PCT/FROO/00004 
WO 00/40735 

* Hpf inie de 20 a 

-i , Ta ip U r amsi ae - iUJ 
iotervalle encadiant l 2qq % _ 

10 00 %. at de maniere prefere 

n „ u presente invention se 
Le precede selon -a P de 
, . dnnc en ce que la concentration 
caractense done en su ivante : 

,. nn est deterroxn^e par la 
co.pact.on e.t^ ^ ^ ^ ^ N/pb } x y 

dans laguelle : t de preference 

x est compris entre 8 et 

entre 10 et 12 . et ^ pr ^ feren ce entre 

y varie entre 0,2 et 

, ente invention est aussi relative a un 
La pre sente in ^ p ^ paratxon 

kit pour la mise en *uvre . taill . 

d , acides nucleiques r.co* _ Ce kit compre nd 
cUdaris* telle ,ue defmie — 
leS reactifs savants = 

_ un tampon de ligation, 
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- une ligase, ~>*, n * r> r ecederonient . 

mf de compaction de.mi P receu 

- un agent de co v . L i se ra 

„t- tDreferentiel de compaction, 
Corcme agent preret<= -dee 

,mp Viistone lSOJ-B=- 
utlllS e soit un flange d'histones, une 

a utre caract*ristiqua de V invention 
A mlS e en cuvre de la methode et 
cccerne le. ^tres ^ La ligat ion est conduite dans 
du ,rt obj« t - . xnv . - modif Nations suivantes . 

le£ conditions usuelles, d ^ pend ent de la lipase 

Les conditions usuexles P soci ete 
• ^ r .hions fourmes par J. a 
e ™ioyee et des indication ^ 

^t- l' enzyme. Pour 
commercialisant * u eSt employee avec 

cc ^ercialisee par NEB Bxola**. la Ixj 

un tampon : 

5mM Tris-Hcl 
IitiM MgCl2 
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ImM DTT 

0 , 1 rnM ATP 

2 , 5p.g/ml BSA 

5 Prealablement a la ligation. proteique 

est mis en solution dans le tampon de ligation contenant ou 
D o„ du glycerol ,ou dilu* dans le - lotion .'ll 

est fourni sous forme de solution) . H .« inoorpor^ dans 

-. i- rianc les proportions defimes par la 

le milieu de ligation dans ±es t» 

10 loi indiquee auparavant. 

De facon P ref erentielle , le kit comprend un 

agent stabilisant incorpore au milieu de ligation en meme 

temps que la proteine, et destine a etcher la 

denaturation, 1 < agregaticn et/ou Adsorption de la 

t»« oar ois du tube reactionnel a ces fortes 
proteine sur les parol-. uu. 

dilutions. Un kit selon 1 ' invention comprend done : 

- un tampon de ligation, 

- une ligase, 

D - un agent: de compaction, 

- eventuellement un agent stabilisant pour la 

proteine . . 

D e maniere privilegiee, ce tampon de dilution 

est le glycerol ou tout compose presentant les ^es 
25 caracteristiques . 

Un kit prefers selon la presente invention 

comprend : 

- la ligase est la E.Coli T4 ligase, 

- le tampon de ligation correspondant, 

- une ou plusieurs histones come agent de 

compaction, 

- 1' agent stabilisant, s'il est present, est du 

glycerol . 
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de selection, 1' insert 
un gene indicateur permettant de 



L < invention concerne aussi les recombinants, de 

j .. iUe sceptib les d'etre obtenus par 

preference grande taiile, suscep 

le procede decrit ci-dessus. 

Un tel recombinant peut etre constitue par un 
vecteur contenant una origine de replication, 
^ventuellement un gene 

£ventuellement associe a „ 
reveler la presence de 1 ' insert comme 1* gene de la P - 
galactosidase ou un gene de selection. 

L - invention trouve des applications bxen 
entendu en matiere de clonage, .ais aussi dans le domain* 
de la therapie genique et notamment en matiere de 
vaccination genique. Ainsi, 1 ■ invention concerne plus 
particulierement un acide nucleique recombinant circular.se 
de grande taill. superieure a queues xilobases constxtue 
d-un vecteur et d'un insert. Dans une premise forme de 
realisation de 1 ■ inventxon destinee a la th^rapie Unique, 
ledit insert co^prend un ou plusieurs ADMc codant pour une 
ou plusieurs proteines necessaires a la correction d'une 
deficience genetique, place(s) sous le controle des 
sequences permettant leur expression an vivo. 

Dans une seconde forme de realisatxon de 
!■ invention destinee a la vaccination genique, ledit insert 
comprend un ou plusieurs ADN codant pour un ou plusxeurs 
antigenes, places) sous le contr51e des sequences 
permettant leur expression in vivo. Plus particulierement , 
ledit insert comprend une ou plusieurs et de preference la 
to tali te des sequences d ' ADN codant pour les antxgenes 
.usceptibles d'induire une reaction immunitaire. 

Selon une forme de realisation preferee, le 

M t- ,m vecteur non viral, tout en pouvant contenir 
vecteur est un vect,«u^ 

des elements viraux. 
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^j-snt-aaes et caract^ristiques de 

^ i - lecture des exemples 
1' invention apparaitront a la ^ctu 

* nitre non limitatif, et concernant la 
suivants, donnes & cure nui. 

construction d-un recombinant de g»nd S taille « m oyen de 
mot e in « c„,a=»t ! ' ADN, et de son clonal dans £ .Co2a 
' et ,„i font reference aux dessins e n annexe dans lesguels , 

1 rpnrpsente la compilation de la 
La figure 1 represents ^ 

proteine au fragment £R4 dans les conditions de ligatxon, 
suivie par retarded de la xnigration electrophoreti^e du 
10 fragment en gel d' agarose 0,4%. 

la : Essai 1 
lb : Essai 4 

lc : Essai 1 avec proteine purifiee HI 

(example 2) 

La figure 2 represent* la digestion par .coRI 
r^mhinants R4 -LZ avec insert obtenus dans 

l'essai 11* 

La figure 3 represente la digestion par EcoRx 
de 6 des 20 recombinants K-LZ (exemple lb) - 

La figure 4 represente 1 ■ augmentation de la 

° ^ • <- *~ Hnation en presence d'histones, 

quantite de produits de ligation en p 

gel d' agarose 0 , 4 % r 

L a figure 5 represente le test de sensxbxlxte 

aux nucleases eventuellement presentes dans la preparation 

25 d'histones 

^WTOT.F. 1 : LIP-TTHM EN D'UN HELAMGE 

^^^^^^^^^^^^TTFT^TTON P.KS PRODUITS DE 

LIGATIO N PAR E.COLI. 

Deux recombinants de taille differente o,t ete 

construits. Le premier (recombinant R4-LZ) a une taille de 

12034 paires de bases, et le second, plus petit, 

, . rr * nnp raUle de 6785pb 

(recombinant K-uo) a une udui 
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. 1a . rionaae d ' un recomb inant^e 



1203j4_£b . 



vt^Arlol et M^thodes- 



I 1 Vraoments . 

Ce premier recombinant R4-LZ d'une taille de 

i est -ssm la ligation de deux 

12034 paires de bases est 

10 fragments fR4 et fLZ. _ _ _ ^ 



- Fragment fe jlSjr^^ 5 de base ^- 



- » = issu du plasmide pREP4 
Ce fragment est is^ u ^ ^ 

Unvitrogen, par digestion complete Plasmide * 

par i„ «xy«. - restriction sail (posrtrons 7 et 1091, 

et Spel (site unique a 9250) . 

Les fragments obtenus par digestion ont des 

tallies respective* de 8159. 1084 et 940pb. 

M fragment de 8159 P b contient 1-orxgme de 
replication celEl et le gen. de resistance a 1 ■ ampicillrne 
d.E coli. II «t separe des autres fragments par migration 
S1 ectrophoreti q ue sur gel d- agarose a bas point de fus.on 
.seaplane LHP agarose «C Byproducts), «c=»io= et 
extraction de la bande correspondante . 

ce fragment est issu d'un plasmide de 6206pb 
contenant le gene l*=z sous le controle d-un 
eoli (construction derivee du plasmide P UT79 de la socxete 

Cavla, Toulouse). 

Par digestion aux sites uniques Spel (posxtxon 

, 9) et sail (oosition 3904 suivie d'une separation 

electrophoretxcne, le fragment de 3875pb contenant^le gene 

lacz sous contrSle du promoteur bact6rien, est separe du 

fragment de 233 lpb . 
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T 2 Prot^iBe^omgactante^ 

H9250 Slgm a, untenant toutes I» »i«ones de 

(reference H92bu »i9" ia ' 

serum de veau sans trac ia lisee sous forme 

cette preparation co^rcxaU^ 
■ - G est mise en solution dans le tampon de ligation 
ly opnixxsee est mxse concen trat ions indices 

juste avant emplox, dans 
ulterieurement. 

T 3 Ligations. 

~ " vc fR4 et fLZ sont melanges 

Les deu* £ -»en tS ™ « ^ 20 ul ds 

dans les Portions i~ « - ^ 

- L 'It ™, iKS a. en.. 

conditions de Uga rurre nt Protocols et 
classiquement employees (voir Current 

Maniatis). neceS saire, la proteine est 

I? „ e des fragments, a 1* concentration 
ajo utee au dS ; ' ajout4e apr , s incubation 

sounaitee. ,a T4 ™A ■ « ' , _ ^ plus 
dans un laps as temps conpris antre 
particulierement 3 et 5 »i n u«.. 

l 4 . Transforma t^mjsellu laire 

i^ 32 ^ L a soucne DH5a est une soucne deficiente en 

• r>=>c: les recombxnaxsons 
t, at r-*» aui ne favonse pas ies 
proteine RecAl , ce qui cellule 

™«r,f- de l'ADN au sexn de 
et rearrangement. de mori om^re 

-les plasmides restent sous 
(notamment, les P ,x vitees page 4-13 Maniatis) - 

tandis que les deletions m< Llange 
La souche est transferee par 10ul 
. f - on „ elon une variante de la methode d'Hanahan ( J. 

M ' la d ' ADN L a selection des cellules co—t 

10 COl Z \t 71 sur »lli.u L3 avec une concentration 

le recombinant se rait su 
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et d es boites de Petri 

re couvertes de 20Qul d X-gal 



10 




d'ADN/ pb du re 



;ombinant 



f ragmen 
present 



Cette loi a 
t ie plus long, 



M appliq^ee a la com 



iplexat 



ng 



ion du 



c'est 



fR4 dans le 



cas 



. ent La complexation - 

^-i i 0 4% d' agarose 
rdement dans un gel k 0.4* a 



<& t £ suivie 



par 



gel de 



reta 



en presence de la 



concentrati 
1 ' encadrant 



on deterroinee 



et deux autres con 



centrations 



a a 



50% et 200% (Figure 



1) 
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• ^-mstee a partir de ces gels et qui a 
La loi rea 3 ustee a p va leur 
la suite est tres proche de la 
ete employee par la suit 

calcul ^ e : = 1S 10 -» mg du melange d'histones /ng 

^ , Pb . 4t6 e££ec tuee en pN.«« - 

t ri ^e, la o^ntite ^ivan. de cette 
3 concentration- ae y ^ 200%. 

3nHt A s i- encadrant a 50% et 
loi, et deux guantites 

c.,r ces gels, on a : 

" fR4 sans proteines (excepte 

_ voie 1 : Fragment fR4 san v 

dans le gel correspond^ a 1'essai 4), 



5 : r n 5 
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- Voie 2 : Fragment fR4 + 0,025 jig de proteine, 

- Voie 3 : Fragment fR4 + 0,0 5 \xg de proteins, 

- Voie 4 : Fragment fR4 + 0 , 1 |ig de proteine, 

- Voie 5 : Fragment fR4 + 0,2 ug de proteine 



(essai 4) 



Pour 500 ng de fragment f R4 , 0,025 ug , 0,05 ug 

et 0,1 du melange d'histone remplissent les conditions. 

Les ligations se deroulent aux trois 
concentrations correspondantes . 

1.6. Verification de 1' absence de remaniements 
de sequence. 

Les premiers tests pour l'obtention d'un 
recombinant dont la sequence n'a pas subi de rearrangements 
est la resistance a 1 ' ampicil line conferee a la cellule et 
sa capacity k exprimer la b-galactosidase (colonies bleues 

en presence d'X-gal) 

Une verification supplementaire est effectu^e 
par digestion enzymat igue . Ainsi, la coupure par EcoRI d'un 
recombinant R4-LZ correc tement li£ et referme, doit 
r£sulter en 6 fragments de taille respective ; 4172, 3076, 
2875, 2021, 393 et 283pb. 

Ces resultats sont illustres par la figure 2, 

25 dans laquelle : 

- Voie 1 : marqueur 6^174 /KaeXll 

- Voie 2 : marqueur 1Kb 

- Voie 3, 5, 7 : recombinants sans coupure 

- Voie 4, 6, 8 : digestion de ces memes 
3 0 recombinants par EcoRI 

1.7. Autres tests preliminaires . 

La transformation d'E. coli a 6t6 effectuee 
avec le melange de ligation ne contenant qu'un seul des 
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d eux fragments, en prince ou absence d^istones. pour 

confirm la purete electrophoret ique des fragments et 

!■ absence de refermeture » -in de la c-llul.. Vn ge! da 

retardercent a ete effsctue sur 1. fragment fR4 avant chague 

5 ligation avec ce fragment pour .onitorer la compilation de 

nrnt^ine La separation se fait sur gel 
1'ADN par la proceine . r 

d . agarose standard de 0.4%. Ce gel est effectue dans les 
mgmeB conditions true les experiences de Ugation. dans 20ul 

. ^ cf _ rpn ris dans la figure 4, dans 
deposes sur gel et est rep.is 

10 laquelle : , 

- voie 1 : melange de ligation (recombinant R4- 

LZ , sans nistones. (fragments fR4-8159pb- et fLZ- 

3 87 5pb) f leches) 

- voie 2 : melange de ligation en presence de 

; 0,025 |ig d'histones 

Voie 3 : melange de ligation en presence de 

0,05 p.g d'histones 

- Voie 4 : recombinant R4-LZ purifie 

- Voie 5 : marqueur 1Kb (Gibco BRL) 

- voie 6 : marqueur 0.174RF/HaeIII (Gibco BRL) 
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II - R^sultats . 

Les 13 premiers essais ont ete realises en se 

- . ^,,*nrite de proteine determines par gel de 

fondant sur la quantise 

retardement a partir de la complexation du seul fragment 
f R4 au lieu de la loi resultant de ces experiences. Or, la 
taUle (3l59 P b) du fragment f R4 . ne represente que les 2/3 
de la taille totale du recombinant. En employant cette 

1= lo-r n'es: suivie au ' dux deux 
valeur pour les ligations, la lox n es. 

,-, • tp- essais les plus recants, qui sont 

tiers (loi aux 2/3) . be- ei - ai " ^ 
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aussi les plus performants ont ete realist en tenant 
compte de la quantity de proline (1/3 de plus) gu'xl 
fallait ajouter pour coroplexer 1' ensemble du vector et de 
1' insert de la meme maniere que le seul fragment. 

La presence d' inserts lacZ a ete testee par la 
capacite de la colonie selectionnee , a hydrolyser le 
compose X-gal (coloration bleue) «t par 1'obtention d'un 
profil correct de coupure enzymatigue (test EcoRI) conune 
detaille dans la legende de figure 2. 

Le noaibre de recombinants R4-LZ (12 03 4pb) 

j, ---rt-ir des ligations en presence du melange 
obtenus a partxr ««t> 

d'histones est donne ci-dessous 



Essai 

(- prot&ne) 
(+ proteine) 



1 2 3 4 4' 5 6 

oooo 00 



Nbre total 3,0,0 0,0,1 2,0,0 1,4,0,0 7,3,0,0 0,0,1 0,0,0 

Avec insert lacZ 3,0,0 0,0,1 0,0,0 0,0,0,0 0,2,0,0 0,0,1 0,0,0 



7 8 9 10 11 11' 

oooooo 



Essai 

(- proteine) 
(+ proteine) 

Nbre total 0,0,0 0,0,0 0,1,0 3,5,3 0,3,2 1,1.0 

Avec insert 0,0,0 0,0,0 0,1,0 1.1.0 0,3,2 0.0,0 



Essai 

(-proteine) 
(+prot€ine) 
Nbre total 
Avec insert 

Essai 

(- proteine) 



12 12' 12" 12'" 13 

I (sans insert) 0 



1,2,2 1,2,2 4,3,3 1,3,1 

0,2,1 1,0,0 3,2,1 0,2,1 

14 15 

0 0 



0,0,0 
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(+prot6me) 
Nbrc total 

9 22 0,1,0 
Avec insert ^» 



II 1. Essais_l z 6^_9 z 13 : loi aux 2/3 

- Essai 4 et 4' : 4 quantity de proline ont 

ete testae; 50, 100, 200, 400% 

- Essai 7 : quantity de proteine 3 fois plus 

forte (150, 300, 600%) 

- Essai 8 : quantite de proteine 10 fois plus 

forte (500, 1000, 2000%) 

(pour compenser un eventuel defaut de 
completion due a una concentration en ADN plus faible) 

- Essais 14 et 15 : loi exacte 

II. 2. rff^_± l. °^rv, na et d e la con gelation de 

1* proteine .: ^ 

Essai 2 : dilution de la proteine a partir 

d'une solution-stock de lOOmg/ml dans le tampon de dilution 
contenant 50% de glycerol, conserve* a -20*C, pour tester 
1-effet du stockage. Pour tons les autres essais, la 
solution de proteine a ete fraichement prepare a partir de 
la poudre lyophilisee . 



d' insert , 



1 _5 > 9-14 : fragment fR4 : 370ng 



II. 3. Quantite d'ADN ; 

- Essais 
fragment £LZ : 19 0ng 

(quant it 6s equimoieculaires de vecteur 
lOul de milieu de ligation) 

- Essais 6, 7 et 15 : fragment fR4 150ng 
fragment fLZ 7 5ng 
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lAr ., la i re s 2.5 fois plus 
(quantities equxmoleculaxr es 

faibles, 10ul) ,, nnn 
- sssai 8 : fragment fR4 :x50ng 

fragment fLZ : 19 0ng 

-, > i ,-><- -ft 17 aue de molecules 
(3 fois plus de molecules fL- que 

fR4, 10ul) 

TTssai 3 : le fragment £LZ a 

la ligas., apres incubation de (R4 avec les 
„ 6me temps <*.. 1. 1W- ^ tetata „t. Ce precede a 

hisC one S c* ' f avorise probableI „en C 1. 

ete evite par la suite 
refermeture du vecteur sans insert. 



II. 5 . 



- Essais 4 et 4 ' : 
^ essai 4 a ete realise avec 20^1 de flange de 

. • Apr s addition de la H,-, la *oitx* du 

ligation. Apres ^ transf ormatl on 

flange a ete congelee a -20 P ^ & 

.Iterieure (essai 4')- La congelation 
1'efficacite des histones . 

A ^ a ivcerol rians le tam p o n de 
II. 6. Prjjsejnce__d^__gj^e^ 

dilution_: 1-7' " , 14, 15 

- Essais 9, 10. 11 , 1- , 1- 

- i P =t habituellement additionne au 
Le glycerol est nao- u 
fl = t JLge. cor»e ci-desso S , pour erapecher la 
tampon de storage. proteine s lors des cycles 

denatur.tion et 1' aggregation de P 

-i's de conototion-aecongsHtio.1. 
S,CCE ' U ! °. p „te 1M .tampon de ligation, a ete 

de dilution de P r aggregation ou 

a n 1^ rie crlyceroi P UUI - 
additionne 0,1^ 
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» nrot^ine des sa mise en solution, 

la denaturation de la proteme 

ainsi aue pour eviter da perdre la protege sur 1« parous 
du tube dans las dilutions finales. Dans 11 . 

glycerol a eta «oute tardives <apras la pr«x»r. ■ ,.r« 
II li.at.on de l..»ai H. C.«t-.-dir. apre s una — 

de minutes) . 

H.7. TeKQDS^i^^^ 

- Essais 11' , 12' , 12" ' : 

15 minutes au lieu de 5 minutes au maximum 
On selectionne toujour* une part de 
recombinant, ne possedant pas la se.uence attends par 

^ i 'ahqence d f adjuvants 
A^^r e Coli, meme en 1 aD5enLe 
clouage dans 

protaigues. c« dafauts so»t e»,e„d riS ,au m o n ant da la 
ligation in vitro, on part replication incorrect* de 1 ADK 

■oar la cellule. . 

i -i*. nrpsence de recombinants 
Dans cet exemple, la presence 

• la presence de colonies 

incorrects est temoignee par la pre 

Dans ie but de determiner si la presence de ces 
recombinants incorrects est due specif iguement a l^mpli 
d <une preparation protege, notamment a Xa presence 

et a la degradation partxelle de 
eventuelle de nucleases, et a xa y A * 

^a^,,t t-^-r im test de sensibilite de 
1 ' adn qui pourrait en resulter un te^ ^ 

preparation d'histones employee 
l'ADN aux nucleases dans la preparauio 

. ete affectum. Pour cela , la fra gm ent fR4 on le plas.rda 
P H4 sont incubes =ve= les ^tlt«. ^ P-^aina ma^uaes 

'*.„n-=.i-«* <?ont illustres par la figure 5, 
voies 3 a 10. Les resultats sont ixxu* 

dans laquelle : 

- Voie 3 : fragment fR4 (50 0 ng) 

_ Voie 4 : fragment fR4 + 0,02 5 ug d'histones 

- voie 5 : fragment £R4 + 0,05 p.g d'histones 
. voie 6 : fragment f R4 + 0 , 1 ug d'histones 

- voie 7 : plasmide pR4 {500 ng) 
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- voie 8 : plasmide pR4 + 5 fig d' his tones 

- Voie 9 : plasmide pR4 + 0,025 [ig d'histones 

- Voie 10 : plasmide pR4 +0,05 (J.g d'histones 

- Voie 11, 12, 13 : comme voies 8, 9, 10. 
incubation a 20°C pendant lh30 au lieu de 20h. 

Voie 1 et 14 : marqueur 1Kb (Gibco BFLL) 

- Voie 2 et 15 : marqueur ^174RF/Haelll (Gibco 

BRL.) 

Aucune digestion nucleasique n'a ete detectee 

dans ces conditions . 

Les conditions experimentales les plus 

/~^iio<= m ,i oermettent d'obtenir avec 
per f ormantes (celies qui permei-ceui, ^ 

certitude, ne serai t-ce qu'un seul recombinant, rneme si par 
ailleurs les autres conditions sont modifiees, ou celles 
qui introduisent une amelioration de 1'efficacite de 
clonage), sont reunies lorsque les quantities de proteine 
sont determines k partir de la loi definie ci-dessus, 
lorsque la solution de proteine est fraichement preparee, 
le temps d' incubation court (moins de 5 minutes) et les 
concentrations en ADN suffisantes (370ng de fragment fR4 et 
190ng de fragment fLZ pour lOul de milieu de ligation pour 
l'exemple ci-dessus). 

La presence de glycerol au moment de la mise en 
solution de la proteine semble benefigue a 1' efficacies du 
clonage, dans le cas du melange natural d'histones. Elle ne 
semble pas 1 ' etre part xculierement avec les histones 
isolees (HI ou H2b) , exemple 2). C'est pourquoi le kit 
pourra comporter (quelle que soit la proteine employee) un 
tampon de dilution incluant du glycerol (ou tout autre 
agent ayant les rneme s proprietes) ainsi qu'un tampon de 
dilution sans glycerol (qui est egalement le tampon de 
ligation) . 

Remarque : 
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L'exemple la represente tout autant le clonage 
d'un insert de 3S75pb dans un vecteur de 8159pb que le 
clonage d'un fragment de S159pb dans un vecteur de 3875pb. 

Exemole lb : Clonage d'un frag ment de 67 85 pb, 
I - Materiel et Methodes . 
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I . 1 . Fragments . 

- Fragment de 2910 paires de bases : fK. 

Ce fragment est issu de la digestion du 
plasmide pBlueScript KS (Stratagene) par Spel et Sail. II 
contient une or: 

resistance a 1 ' ampicilline d'E. coli. 



■igine de replication pour E. coli et la' 



1.2 . Verification de 1 ' absence de remaniemen ts 

de sequence. 

La coupure par EcoRI du recombinant K-LZ, doit 
se traduire par 3 fragments de 3426, 3076 et 283 P b. De la 
rneme maniere, ces resultats sont illustres par la figure 3 
(Agarose 1%, marqueurs 1Kb (et/ou 0 X 174) sur les voies de 
droite) . 

II - Resultats . 

Les essais out ete realises avec des quantites 
^quiiuoleculaires de vecteur fK (I30ng/10ul, 2910pb) et 
d' insert fLZ ( 245ng/ lOul , 3875pb) aux memes concentrations 
en vecteur et insert que dans l'exemple precedent 

(recombinant R4-L.Z) . 

Les quantites de proteme employees 
correspondent a 3 3%, 67% et 134% de la quantite indiquee 
par la loi indiquee ci-dessus (loi aux 2/3). 
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Le nombre de recombinants K-LZ (6785pb) obtenus 
par ligation en presence d'un melange d'histones et clonage 
dans E. coli est rapporte ci-dessous : 

Essai 1 Essai 2 

(- prot6ine) 8 ^ 

(+proteine) 

Nbre total 4, 7, 20 n.t., 5, 5 

Avec insert n.t., n.t., 17 n.t., 5, 4 

La presence d'histones au moment de la ligation 
ameliore egalement 1'efficacite de clonage. 



pb. 



decrit . 



Exemple 1c : Refermeture d'un fragment de 8159 



II s'agit du fragment £R4 de 3159 pb d£ja 



Essai 1 Essai 2 

(- proline) 0 0 

(+proteine) 5, 1.9 0,0,0 

L ' essai 2 a €t6 effectue avec 150ng de fragment 
fR4 au lieu de 370ng pour 1' essai 1 et 10 pi de milieu de 
ligation. La proteine a ete solubilisee en presence de 
glycerol dans 1' essai 1, sans glycerol dans 1' essai 2. 
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^ 2 : LIGATION EN PRESE NCE. D - HI STONES 
Iigl ^S_KT_C I ^0^^ R E COMBINANT_^g_1203^b^_PAR^R 

D'E.COLI . 

Les deux histories qui out ete employees sont 
1-histone HI de thymus de veau (type HX-SS, ref . H4524 , 
Sigma) at l'histone H2b de thymus de veau (type VII-S, ref. 

H 4255, Sigma) . 

La loi qui a ete calculee pour HI. l'a ete sur 
la base d'une quantite equivalente en moles a la quantite 
presente dans le melange naturel. c'est a-dire 6 fois moms 
(masse moleculaire du melange M=130 268, masse moleculaire 

->t cnn\ ppt-te loi a ete testee par 
de la proteine Hi M= 21 500). Cette xox 

gel de retardement (Figure lc) 

g2£ggE3 ^^ i _li 2a tion en presence d'histone H l^ 
L e nombre de recombinants obtenus est le 



suivant : 
Essai 

(-proteine) 
(+prot6ine) 
Nbre total 
Avec insert 



1 2 

1 (ss insert) 0 



3 
0 



4 
0 



5 
0 



1,2,4 
0,1,1 



2,0,0 
0,0,0 



0,0,0 0,0,0 0,0,0 
0,0,0 0,0,0 0,0,0 



- Essais 1, 2, 3 : quantite d'histone Hi 
equivalente en moles a la quantite d'histone Hi presente 
dans le melange (essais 1 et 2, loi aux 2/3, essai 3 : loi 

exacte) _ 

- Essais 4 et 5 : quantite d' histories HI 

i i miarrite totals d'histones 
equivalente en moles a. la quantite 

^ ^,<; le melange naturel , en replacement des 
presente clems j.e illCJ,aiiy 

autres histones 
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E S sai 5 : quantite d ' ADN 5 fois moins 

important que dans les autres essais 

_ v„ ai 1 et 2 : Glycerol ajoute au tampon de 



dilution de 1* hi stone HI 

- £ssa is 3 : sans glycerol ajoute. 

L'histone Hi n'accroit pas 1'efficacite du 

clairement que le melange naturel d'histones, 
clonage aussi ciairemcin. ^ 

dans les memes conditions . 

ligation ^ presence ^ This tone 



Exemple 2b 



H2b, 



la proteine (M = 13 774) 
Dans ce cas, J- a y^ 1 - 

- ^ le dixieme du melange (M = 130 268), et la lox 

represents le aiAi^iu^ ^ 

, c > - 1 5 10- 12 mg H2b /ng ADN /pb de recombinant 

Le nombre de recombinants obtenus est le 



Essai 

(- proleine) 



4 4' 



0 o 5 C sans iT1 ^ ert ) 



(+ proteine) 

L1)25a , 0 25.0.0 26,5,7 12,18,9 



Nbre total 
Avec insert 0,0,0 2,0,0 



15,0,0 13,3,3 4, 6,2 



_ Essais 4, 4', 3' : sans glycerol, loi exacte 
- Essais 1< et 2' : avec glycerol, loi aux 2/3 

9' Pt 3' ont 6te realises en 
Les essais 1', 2 et j> 

pa »llexe au, ess^s 1 . 2 - t 3 effects » presence de la 

pr oteine HI (m.*. pr*P««io» d ' ADN , de tampon, a. de 

_ ^^iipie a l'assai a 4 avec le 

boites de culture; ^ f 

melange d' his tones ) - 

Contrairexnent a 1'histone Hi, 1'hxstone H2b 

accroit a elle seule 1 • ef f icacit* de clonage. 



s c n r a a 5 ' 
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RE VENDI CAT I ON5 

1) Proc6d6 de preparation d' acides nucleiques 
recombinants circularises, du type constitute d'un vecteur 

5 et d'un insert caract£risS en ce que : 

a) on r§alise la ligation de 1' insert et du 
vecteur en presence d'un agent de compaction de l'ADlf, et 

b) on sglectionne les acides nucleiques 
recombinants constitues du vecteur et de 1' insert, 

10 

2) Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que les acides nucleiques recombinants 
circularises prdsentent une taille supSrieure i 5 kb et de 
preference superieure Sl 8 ou 10 kb , 

.5 

3) Precede selon l'une guelconque des 
revendications 1 ou 2 , caracterise en ce que i'etape (b) 
est realises grace an transfert des produits obtenus & 
I'e'tape (a) dans un milieu cellulaire approprie au clonage 

2 0 de l'ADN. 

4) Precede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que l'etape 
(a) est r6alis6e en presence d'une prot£ine ou d'un melange 

25 de proteines compactant l'ADN, 

5) Proced£ selon la revendication 4, 
caracterise en ce que lesdites proteines sont choisies 
parmi les histones, les proteines d'enveloppe virales ou de 

3 0 phages, les proteines du chromoide bact£rien (HU, H-NS, 

etc..) , les proteines chromosomales non histone, les HMC, un 
melange de ces composes, ou des derives de ceux-ci. 
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6) Precede selon I'une quelconque des 

revindications precedentes, caractSrise en ce que la 

concentration (C) en accent de compaction n'entraine pas une' 
rigidif ication de I'Adn. 

7} Procede selon l'une quelconque des 
revendi cat ions prec£dentes, caract£ris6 ea ce que l'etape 
(a) de ligation de 1 ' insert et du vecteur en presence d'un 
agent de compaction de l'ADN s'effectue dans un milieu de 
ligation constitu£ d'une ligase et d'un tampon 
correspondant . 

8) Proc^d^ selon 1'une des revindication 1 a 7, 
caract£rise en ce que la ligase est la E.Coli T4 ligase. 

9) Kit pour la mise en ceuvre du proc<§d£ selon 
1'une quelconque des revendications 1 & 8, characterise en 
ce qu'il comprend ; 

une ligase, 

- un tampon de ligation correspondant a la 

ligaee , 

un agent de compaction 
<§ventuellement un agent stabilisant. 

10) Kit selon la revendication 9, caracteris<§ 

en ce que : 

- la ligase est la E.Coli T4 ligase, 

- le tampon de ligation adapts, 

1' agent de compaction est un melange 
d'histones, ou un histone isolg, 

- 1' agent stabilisanfc, s'il est present est le 

glycerol . 
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